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Polipeptido DREAM, nueva protena reguladora de
la expresion genica.
Esta invencion hace referencia a un factor de trans-
cripcion represor de la expresion de genes por su
union a las secuencias DRE, denominado DREAM
(DRE Antagonist Modulator). DREAM es una nueva
protena humana que inhibe la expresion de genes re-
gulados por secuencias DRE, entre ellos el gen pro-
dinorna, c-jun, c-fos e ICER. Esto abre nuevas pers-
pectivas de control de la proliferacion, diferenciacion
y/o muerte celular en procesos tumorales, degenera-
tivos y autoinmunes.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.
Venta de fascculos: Ocina Espa~nola de Patentes y Marcas. C/Panama, 1 { 28036 Madrid
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DESCRIPCION
1. Ttulo
Polipeptido DREAM, nueva protena reguladora de la expresion genica.
2. Sector de la tecnica
Biomedicina: Control de la expresion de genes con secuencias DRE.
3. Estado de la tecnica
Los flujos de Ca2+ intracelular son importantes determinantes de la expresion genetica (Bading, H.,
Ginty, D.D. & Greenberg, M.E. Regulation of gene expression in hippocampal neurons by distinct cal-
cium signaling pathways. Science 260, 181-186 (1993); Ghosh, A. & Greenberg, M.E. Calcium signaling
in neurons: molecular mechanisms and cellular consequences. Science 268, 239-247 (1995); Hardingham,
G.E., Chawla, S., Johnson, C.M. & Bading, H. Distinc functions of nuclear and cytoplasmic calcium in
the control of gene expression. Nature 385, 260-265 (1997); Dolmetsch, R.E., Xu, K. & Lewis, R.S. Cal-
cium oscillations increase the eciency and specicity of gene expression. Nature 392, 933-936 (1998); Li,
W. et al. Cell-permeant caged InsP3 ester shows that Ca
2+ spike frequency can optimize gene expression.
Nature 392, 936-941 (1998)). Hasta la fecha, fosfatasas y kinasas reguladas por calcio se han implicado en
cambios de fosforilacion de factores de transcripcion caracterizados por su union a secuencias especcas
del DNA. La union de estos factores de transcripcion a estos elementos reguladores modulara la expresion
de determinados genes diana (Sheng, M., Thompson, M.A. & Greenberg, M.E. CREB: a Ca2+-regulated
transcription factor phosphorylated by calmodulindependent kinases. Science 252, 1427-1430 (1991);
Dolmetsch, R.E., Lewis, R.S., Goodnow, C.C. & Healy, J.I. Dierential activation of transcription factors
induced by Ca2+-response amplitude and duration. Nature 386, 855-858 (1997); Johnson, C.H., Hill, C.S.,
Clawla, S., Treisman, R. & Bading, H. Calcium controls gene expression va three distinct pathways that
can function independently of transcription factors induced by Ca2+-response amplitude and duration.
Nature 386, 855-858 (1997); Johnson, C.H., Hill, C.S., Clawla, S., Treisman, R. & Bading, H. Calcium
controls gene expression va three distinct pathways that can function independently of the Ras/Mitogen
activated protein kinase (ERKs) signaling cascade. J. Neurosci. 17, 6189-6202 (1997)). Alternativa-
mente, se ha postulado la existencia de agentes efectores directos de la expresion genica regulada por
Ca2+ (Ghosh, A & Greenberg, M.E. Calcium signaling in neurons: molecular mechanisms and cellular
consequences. Science 268, 239-247 (1995)) pero no se ha identicado ninguno de ellos hasta la fecha.
El elemento regulador DRE (downstream regulatory element) es un silenciador transcripcional in-
dependiente de orientacion primeramente descrito en el promotor del gen humano de la prodinorna
(Carrion, A.M., Mellstro¨m, B. & Naranjo, J.R. PKA-dependent derepression of the human prodynorphin
gene va dierential binding to an intragenic silencer element. Mol. Cell. Biol. 18:6921-6929 (1998)). La
union al sitio DRE determina el bloqueo de la expresion de prodinorna y la mutagenesis dirigida del
sitio DRE conlleva la aparicion de niveles elevados de transcritos de este gen. Experimentos de union
DNA-proteina (southwestern) permiten sospechar la existencia de un complejo proteico que se une es-
peccamente al DRE. Sin embargo, hasta la fecha no se ha identicado ningun polipeptido con estas
caractersticas.
4. Descripcion de la invencion
4.1. Breve descripcion
La invencion tiene por objeto el polipeptido DREAM que se une al sitio DRE de manera dependiente
de calcio y AMP cclico, como monomero, dmero o tetramero (110 kDa) con actividad represora de la
transcripcion y los genes DREAM humano y de raton que codican este polipeptido.
La invencion se reere igualmente:
a los vectores recombinantes que contienen este gen y codican para el polipeptido DREAM con ac-
tividad represora transcripcional modulable,
a los vectores recombinantes que contienen mutantes dominantes negativos de este gen y codican
para el polipeptido DREAM mutado con actividad represora transcripcional no modulable,
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a las celulas transformadas con este gen en las que es posible identicar agentes bloqueantes o activa-
dores del polipeptido DREAM y valorar la actividad de dichos agentes en la expresion genica dependiente
de DRE,
a las celulas transformadas con mutantes dominantes negativos de este gen en las que es posible blo-
quear permanentemente la expresion genica dependiente de DRE,
a los anticuerpos policlonales o monoclonales dirigidos contra dicho polipeptido DREAM y utilizables
con nes analticos para puricar dicho polipeptido, de diagnostico in vitro, o con nes terapeuticos,
especialmente para trastornos que implican diferenciacion celular, apoptosis o autoinmunidad,
a los vectores recombinantes de expresion celular especca que contienen este gen y codican para el
polipeptido DREAM o sus mutantes dominantes negativos con actividad represora transcripcional modu-
lable o permanente, respectivamente, y su utilizacion para provocar el silenciamiento genico selectivo de
poblaciones celulares sujetas a proliferacion tumoral, a degeneracion, a procesos autoinmunes o a procesos
de hiperestimulacion desencadenantes de una respuesta siologica alterada (epilepsia, ....), y
4.2. Descripcion detallada
La expresion del gen humano de la prodinorna esta regulada por desrepresion a nivel de la secuencia
reguladora DRE que actua como un elemento silenciador (Carrion, A.M., Mellstro¨m, B. & Naranjo, J.R.
PKA-dependent derepression of the human prodynorphin gene va dierential binding to an intragenic
silencer element. Mol. Cell. Biol. 18:6921-6929 (1998)). Para aislar protenas que se unen al elemento
DRE utilizamos un oligonucleotido (SEQ ID 1) de doble cadena conteniendo un tandem de dos secuencias
DRE consecutivas. Una vez marcado, este oligonucleotido se utilizo como cebo para el rastreo funcional
de una genoteca de caudado humano mediante procedimientos standart.
As, obtuvimos un DNA complementario (SEQ ID2) que codica una protena humana de 284
aminoacidos (SEQ ID3) a la que denominamos DREAM (DRE Antagonist Modulator) con un peso
molecular teorico de 31.8 kDa. Mediante transiacion in vitro del cDNA en un sistema de reticulocito de
conejo conrmamos que se obtena una protena del tama~no esperado (Fig. 1a). En experimentos de
analisis de RNA observamos que el cDNA de DREAM hibridaba con un mensajero de aproximadamente
3.0 kb, ampliamente representado en cerebro, timo, tiroides y testculos (Fig. 1b).
A continuacion nos propusimos conrmar que esta nueva protena DREAM se une a DRE. La sobre-
expresion del cDNA de DREAM se realizo en bacterias y en celulas eucariotas HEK293, sistemas ambos
carentes de expresion endogena de DREAM. La capacidad de union a la secuencia DRE de los extractos
de esta protena DREAM se analizo por distintos ensayos de interaccion protena- DNA: gel de retardo,
ensayos de cross-linking y south-western blotting (Fig. 2). As, se demostro que esta protena se une
a la secuencia DRE (Fig. 2a), que DREAM interacciona con el DNA bien como monomero, dmero o
tetramero (Fig. 2c), y que la anidad por el DRE es mayor en la conguracion tetramerica (Fig. 2d).
Ademas, es interesante resaltar que la union del tetramero DREAM a la secuencia DRE no se compite con
oligonucleotidos conteniendo secuencias CRE, AP-1 o OCT1 (Fig. 2d). Como la secuencia DRE funciona
como un silenciador hemos denominado a esta protena de union a DRE \DREAM" (DRE Antagonist
Modulator).
Ademas, a partir de protena DREAM humana puricada a partir de celulas de neuroblastoma NB69
o protena DREAM recombinante expresada en bacterias se ha procedido al desarrollo y produccion de
anticuerpos policlonales en conejo y de hibridomas de raton productores de anticuerpos monoclonales
especcos de DREAM. Este anticuerpo policlonal ha sido utilizado en western blot posteriores. La pre-
sencia de monomeros, dmeros o tetramero se conrmo mediante western blot utilizando este anticuerpo
contra la protena DREAM o un anticuerpo contra un eptopo Myc capaz de reconocer la protena de
fusion DREAM-Myc (Fig. 2c). Utilizando esta tecnica se observo igualmente que DREAM se encuentra
distribuido tanto en nucleo como en citoplasma (Fig. 2c). Hay que resaltar que estos anticuerpos pueden
ser utilizados con nes analticos para puricar dicho polipeptido, de diagnostico in vitro o con nes
terapeuticos de bloqueo de este polipeptido.
El analisis de la secuencia de aminoacidos de esta protena revelo la presencia de cuatro dominios de
union a calcio conocidos como EF-hands (Nakayama, S. & Kretsinger, R.H. Evolution of the EF-hand
family of proteins. Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 23, 473-507 (1994)) (SEQ ID 4).
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Para investigar la signicacion funcional de estos dominios EF-hands en DREAM se ha analizado
el espectro de emision de fluorescencia de triptofano de esta protena en presencia y ausencia de calcio.
La adicion de 5M Ca2+ disminuye la se~nal de fluorescencia (Fig. 3A), indicando que DREAM se une
especcamente a Ca2+. Por otro lado, mediante la tecnica de mutagenesis dirigida se prepararon una
serie DREAM mutadas: simples, dobles o triples (2, 3, 4, 2/3, 2/4, 3/4 y 2/3/4EFmutDREAM) en las
cuales los residuos primero (X) y tercero (Y) responsables de la union al Ca2+ en el segundo, tercero y
cuarto dominio EF-hands fueron sustituidos por alanina (SEQ ID 5). El analisis de DREAM y 4EFmu-
tDREAM por southwestern y gel de retardo demostraron unos resultados similares (Fig. 3B y 3C). Sin
embargo, al a~nadir 10M de Ca2+ se observo que en los extractos nucleares conteniendo DREAM no
mutado perda intensidad de forma signicativa la banda de 110K, mientras que esta adicion de Ca2+
no afectaba de ninguna forma cuando se trataba de la forma mutada de DREAM (4EFmutDREAM).
Resultados similares se observaron con otras formas mutadas de EF-DREAM (datos no presentados).
Estos resultados sugieren que la union de Ca2+ al dominio EF-hand induce un cambio conformacional
de DREAM que impide su union a la secuencia DRE sin que se afecte la estabilidad del tetramero de
DREAM.
Esta descrito que la secuencia DRE funciona como un silenciador en el promotor del gen humano
prodinorna (Carrion, A.M., Mellstro¨m, B. & Naranjo, J.R. PKA-dependent derepression of the human
prodyriorphin gene va dierential binding to an intragenic silencer element. Mol. Cell. Biol. 18:6921-
6929 (1998)). Para evaluar la potencial actividad reguladora de la transcripcion de DREAM a traves de
la secuencia DRE se realizo un ensayo de transfeccion transitoria con el promotor del gen humano de
prodinorna (pHD1 CAT) o con construcciones de promotores heterologos (pTKDRECAT) y un vector
de expresion de DREAM. La cotransfeccion con DREAM reprime de forma signicativa la transcripcion
basal de ambos promotores en celulas HEK293, mientras que no se modica la transcripcion basal de los
reporteros vacos pBLCAT3 y pBLCAT2 (Fig. 4a). Ademas, DREAM fracaso en reprimir la transcripcion
del plasmido reporter pHD1mDRECAT, en el que el sitio endogeno DRE haba sido mutado (Fig. 4a).
Estos resultados sugieren que la protena DREAM funciona como un factor de transcripcion represor
a traves de la union a la secuencia DRE. De hecho el bloqueo de la expresion del DREAM endogeno
en celulas de neuroblastoma humano NB69 mediante la induccion de la expresion estable de la cadena
complementaria del RNA mensajero de DREAM (SEQ ID 6), supone la cada de los niveles de protena
DREAM y un aumento signicativo en la expresion de genes regulados negativamente por DREAM, en
concreto el gen de la prodinorna en estas celulas (datos no presentados). Esto abre la posibilidades de
utilizar la supresion genica transitona de DREAM como una va para aumentar de manera temporal y
selectiva la expresion de genes dianas de DREAM en distintos tejidos.
Posteriormente, valoramos el efecto del Ca2+ en la represion transcripcional mediada por DREAM
mediante la comparacion de la respuesta transcripcional de DREAM natural y su forma mutada (EFmu-
tDREAM) tras la liberacion de Ca2+ intracelular inducida por cafena (Hernandez-Cruz, A., Sala, F.
& Adams, P.R. Subcellular calcium transients visualized by confocal microscopy in a voltage-clamped
vertebrate neuron. Science 147, 858-862 (1990)). La cotransfeccion con DREAM y 4EFmutDREAM
presenta similares resultados en la represion de la funcion del reporter en condiciones basales (Fig. 4b),
consistente con el hallazgo anterior de que 4EFmutDREAM es todava capaz de unirse a la secuencia
DRE (Fig. 3b y 3c). Sin embargo, mientras que el incremento del Ca2+ intracelular inducido por cafena
suprime completamente el efecto represor de DREAM sobre la transcripcion (Fig. 4b), la cafena no
modica la represion ejercida por la forma mutada de DREAM (4EFmutDREAM) como consecuencia
de su incapacidad de responder a un incremento de Ca2+. Estos mismos resultados se obtuvieron con
otras formas mutadas simples, dobles y triples de DREAM (EFmutDREAMs) (datos no presentados),
indicando que cualquier mutacion en estos dominios EF-hands son sucientes para suprimir el efecto de
la estimulacion por Ca2+. Este efecto de des-represion de la cafena se relaciona directamente con la
liberacion de Ca2+ al comprobar que es bloqueado por tapsigargina y rianodina, drogas que bloquean la
liberacion de calcio intracelular (Ehrlich, B.E., Kaftan, E., Bezprozvannaya S. and Bezprozvannaya, I.
The pharmacology of intracellular Ca2+-release channels. TIPS 15, 145-149 (1994)) (Fig. 4b). Ademas,
esta des-represion por cafena no se relaciona con el efecto inhibidor de fosfodiesterasas y el subsiguiente
incremento del AMPc intrnseco al tratamiento con cafena ya que la activacion directa de PKA mediante
forskolina no afecta a la represion de pTKDRECAT por DREAM en celulas HEK293 (Fig. 4b)
El paso siguiente fue comprobar si la protena DREAM reprime la transcripcion de otros genes activa-
dos por Ca2+. Para ello nos centramos en tres genes de induccion temprana anteriormente referidos como
regulados por Ca2+: c-fos, c-jun y ICER (Morgan, J.I. & Curran, T. Role of ion flux in the control of
c-fos expression. Nature 322, 552-555 (1986); Naranjo, J.R. et al Peripheral noxious stimulation induces
CREM expression in dorsal horn: Involvement of glutamate. Eur. J. Neurosci. 9, 2778-2783 (1997)). La
primera evidencia de esto podra ser as se obtuvo alanalizar la zona mas 3’ de los promotores de estos
4
ES 2 154 201 B1
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
tres genes y encontrar que en todos los casos exista un elemento DRE inmediatamente 3’ al sitio de
inicio de transcripcion. Para evaluar si estos sitios DRE eran funcionales se procedio a la cotransfeccion
transitoria de celulas HEK293 con DREAM y un reporter FC4CAT (que contena el promotor c-fos,
(Sassone-Corsi, P. Sisson, J. C. & Verma, I. M. Transcriptional autoregulation of the proto-oncogene fos.
Nature 334, 314-319 (1988). )) o un reporter J1CAT (que contena el promotor de c-jun, deGroot, R.P.,
Pals, C. & Kruijer, W. Transcriptional control of c-jun by retinoic acid. Nucleic Acid Res. 19, 1585-1591
(1991)) o un reporter p2CAT (que contena el promotor P2 del gen CREM, Molina, C., Foulkes, N.S.,
Lalli, E. & Sassone-Corsi, P. Inducibility and negative autoregulation of CREM: an alternative promoter
directs the expression of ICER, an early response repressor. Cell 75, 875-886 (1993) (Fig. 4c). As, se
constato que la expresion basal de estos tres reporteros se reduca con DREAM (Fig. 4c) mientras que
en el caso del reportero pFC4mutDRECAT conteniendo una mutacion en el sitio DRE del promotor de
c-fos, su expresion basal no era reprimida por DREAM (Fig. 4c). Estos resultados indican que DREAM
reprime de forma basal estos tres genes de induccion temprana, actuando a traves de las secuencias DRE.
A~nadir, que la activacion del reportero c-fos por el incremento de Ca2+ intracelular tras administracion
de cafena se bloqueo al utilizar un mutante dominante negativo de DREAM (4EFmutDREAM) mientras
que la accion represora de DREAM no se observo en presencia de un aumento de Ca2+ intracelular (Fig
4d).
En resumen, los tres genes tempranos c-fos, c-jun e ICER regulados por DREAM actuan como genes
\maestros" regulando a su vez la expresion de numerosos genes diana. Asimismo, es importante destacar
el papel relevante de estos tres genes en el control de la proliferacion, diferenciacion y/o muerte celular,
de lo que se inere que una regulacion por DREAM y/o sus formas mutadas de la expresion de estos
genes implica a DREAM en el control de aspectos tan importantes como la proliferacion, diferenciacion
y muerte celular en procesos tumorales, degenerativos y autoinmunes. Esto abre la posible utilizacion de
DREAM y/o sus mutantes dominantes negativos en la terapia genica de estos procesos patologicos.
5. Descripcion detallada de los dibujos
Figura 1.- La protena DREAM y su RNA mensajero. a, Secuencia de aminoacidos de la protena
humana DREAM con indicacion del posicionamiento de los dominios EF. Comparacion con otras
protenas conteniendo dominios EF. b, Expresion in vitro de la polipeptido DREAM marcada con
35S usando el sistema de lisados de reticulocitos de conejo. c, Analysis por Northern blot de la
distribucion de los transcritos de DREAM en distintos tejidos humanos. Los marcadores de peso
molecular para RNA (en kb) se muestran a la izquierda de la gura.
Figura 2.- DREAM se une a DRE. a, Ensayo tipo gel de retardo donde se observa la banda especca
de DRE retardada (flecha) tras la sobreexpresion de DREAM en E. coli y en celulas HEK293. b,
Ensayo UV cross-linking de la sonda DRE y extractos nucleares de celulas con sobreexpresion de
DREAM (HEK293-DREAM). Se observan tres bandas correspondientes al monomero, dmero y
tetramero de DREAM. c, Ensayo de Western blot de extractos nucleares (Nuc) y citoplasmaticos
(Cyt) de celulas HEK293 con sobreexpresion de la protena de fusion DREAM-Myc. d, Ensayo de
Southwestern con extractos nucleares de celulas HEK293-DREAM, se observa que DREAM se une
a DRE como un complejo de 110K. Se muestra la banda de 110K obtenida con DREAM endogena
de extractos nucleares de celulas NB69 para su comparacion. Ademas, se muestra la competicion
de ogonucleotidos no marcados conteniendo secuencias DRE, CRE, AP-1 o Oct-1.
Figura 3.- DREAM es una protena que se une a calcio. a, Espectro de emision de fluorescencia de 0.5
M DREAM 1 en ausencia de calcio (lnea discontinua) y en presencia de 1 M (lnea punteada)
o 5 M (lnea continua) de calcio. b, Ensayo de Southwestern tras la sobreexpresion estable de
DREAM o 4EFmutDREAM en celulas HEK293. Se observa un efecto diferente del Ca2+ en la
aparicion de la banda de 110K de DREAM y 4EFmutDREAM. c, Ensayo de gel de rertardo donde se
muestra la ausencia de efecto del calcio sobre la banda de retardacion DRE obtenida con la protena
4EFmutDREAM. Como comparacion, se muestra el bloqueo del calcio de la banda retardada de
DRE obtenida con la protena DREAM nativa. d, Ensayo de Western blot de extracto nuclear de
DREAM en ausencia o presencia de calcio.
Figura 4.- DREAM es un represor trancripcional dependiente de Ca2+. a, Represion por DREAM
sobre distintos reporteros conteniendo la secuencia DRE, pHD1CAT and TKDRECAT, despues de
cotransfeccion transitoria en celulas HEK293. Se muestra igualmente la falta de represion sobre
el reportero mutado pHD1mutDRECAT. Cada barra en la gura representa la relacion entre las
actividades CAT para cada reportero cotransfectado con DREAM o con vector de expresion vaco
pcDNA3. b, Represion por DREAM (barras negras) o por 4EFmutDREAM (barras rallada) de la
trancripcion basal de pTKDRECAT tras cotransfeccion transitoria en celulas HEK293. La actividad
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represora de DREAM se bloquea por estimulacion con calcio, mientras que la cafena (10 mM)
no bloquea la represion mediada por 4EFmutDREAM. El tratamiento con forskolin (10 M) no
bloqueo la represion por DREAM del reportero TKDRECAT, mientras que con thapsigargina (1
M) se bloqueo completamente la desrepresion por cafena. Las barras representan la actividad
relativa CAT comparada con la obtenida tras cotransfeccion con pcDNA3 (barra blanca) para
cada condicion experimental: basal, cafena, forskolin o cafena mas thapsigargina. c, DREAM
reprime transcripcion basal de genes de induccion temprana. La transfeccion transitoria en celulas
HEK293 muestra la represion de la transcripcion basal de los reporteros FC4CAT, c-junCAT and
P2CAT. La mutacion del sitio c-fosDRE en el reportero FC4mDRECAT previene la represion de
su transcripcion basal por DREAM. d, La transactivacion del reportero FC4CAT por cafena en
celulas HEK293 es bloqueada por coexpresion con el mutante dominante negativo 4EFmutDREAM
pero no por DREAM. e, Alineamiento del sitio DRE del promotor de prodinorna y los sitios DRE
de los promotores de los genes tempranos c-fos, c-jun y ICER. Abajo se muestra la secuencia DRE
consenso.
Ejemplos
1.- La transfeccion de DREAM reprime la transcripcion basal de promotores conteniendo la secuencia
DRE en ausencia de calcio.
Para analizar el efecto de DREAM sobre la transcripcion de genes conteniendo un sitio DRE en
su promotor cotransfectamos un vector de expresion de DREAM junto con plamidos reporteros con y
sin elementos DRE. Los experimentos se realizaron en celulas HEK 293 que carecen de expresion de
DREAM y la transfeccion se realizo utilizando precipitados de fosfato calcico. Doce horas despues de la
transfeccion se retiraron los precipitados de fosfato calcico reemplazandolos por medio de cultivo fresco
(DMEM-Glutamaxl-GIBCO-, suplementado con 10 % de suero fetal de ternera y antibioticos). Veinti-
cuatro horas despues de la transfeccion, las celulas se recolectaron y se ensayo la actividad CAT mediante
procedimientos standartd (Gorman, C. M., L. F. Moat, and B. H. Howard. 1982. Recombinant genomes
which express chloramphenicol acetyltransferase in mammalian cells. Mol. Cell. Biol. 2:1044-1051). En
aquellos casos en los que se realizo un tratamiento con cafena para liberar iones calcio de los depositos
intracelulares, el tratamiento se realizo seis horas antes de la recoleccion de las celulas. Los experimentos
se repitieron de 3 a 5 veces cada una de ellos por triplicado.
La sobreexpresion de DREAM determino una reduccion signicativa de los reporteros pHD1CAT, pT-
KDRECAT, pJ1CAT, p2CAT y FC4CAT todos ellos conteniendo una secuencia DRE funcional, mientras
que la sobreexpresion de DREAM no afecto la transcripcion basal de los correspondientes reporteros con-
troles sin DRE, pBLCAT3 y pBLCAT2, ni modico la expresion basal de los reporteros pHD1mDRECAT
y pFC4mDRECAT, derivados de pHD1CAT y pFC4CAT, respectivamente, por mutacion especca de
los sitios DRE respectivos (Fig 4 a y c).
El efecto represor de DREAM sobre la trancripcion de pTKDRECAT y pFC4CAT dejo de observarse
cuando el experimento se analizo tras administracion de cafena y consiguiente aumento de los niveles
intracelulares de calcio (Fig 4 b y d). Ahora bien la desrepresion por aumento de calcio intracelular no se
observo cuando en la cotransfeccion se utilizaron mutantes dominantes negativos de DREAM, los cuales
conservan su capacidad para unirse al DRE pero no son capaces de responder al aumento de calcio.
Lista de secuencias
SEQ ID 1
<110> Consejo Superior de Investigaciones Cientcas (CSIC)
<120> Oligonucleotido con dos DRE
<130> Sequence DRE
<140>
<141>
<160> 1
<170> PatentIn Ver. 2.0
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<210> 1
<211> 46
<212> DNA
<213> Articial Sequence
<220>
<223> Description of Articial Sequence: double human DynDRE
<400> 1
caagccggag tcaaggaggc ccctgccgga gtcaaggagg cccctg 46
SEQ ID 2
<110> Consejo Superior de Investigaciones Cientcas (CSIC)
<120> human DREAM cDNA
<130> cdna human dream
<140>
<141>
<160> 1
<170> PatentIn Ver. 2.0
<210> 1
<211> 2892
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 1
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SEQ ID 3
<110> Consejo Superior de Investigaciones Cientcas (CSIC)
<120> Control transcripcional de genes por la protena represora DREAM.
<130> dream
<140> 1
<141> 1998-07-07
<160> 1
<170> PatentIn Ver. 2.0
<210> 1
<211> 285
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> CA BIND
<222> (134)..(146)
<220>
<221> CA BIND
<222> (171)..(183)
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<220>
<221> CA BIND
<222> (207)..(219)
<220>
<221> CA BIND
<222> (255)..(267)
<400> 1
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SEQ ID 4
<110> Consejo Superior de Investigaciones Cientcas (CSIC)
<120> Wild type EF-hands human DREAM
<130> EFs-DREAM
<140>
<141>
<160> 4
<170> PatentIn Ver. 2.0
<210> 1
<211> 12
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 1
Asn Glu Cys Pro Thr Gly Leu Val Asp Glu Asp Thr
1 5 10
<210> 2
<211> 12
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2
Asp Ala Asp Gly Asn Gly Ala Ile His Phe Glu Asp
1 5 10
<210> 3
<211> 12
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 3
Asp Ile Asn Lys Asp Gly Tyr Val Thr Lys Glu Glu
1 5 10
<210> 4
<211> 12
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 4
Asp Arg Asn Gln Asp Gly Val Val Thr Ile Glu Glu
1 5 10
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SEQ ID 5
<110> Consejo Superior de Investigaciones Cientcas (CSIC)
<120> mutated 2, 3 and 4 EF hands human DREAM
<130> mutEFhdream
<140>
<141>
<160> 3
<170> PatentIn Ver. 2.0
<210> 1
<211> 12
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 1
Ala Ala Ala Gly Asn Gly Ala Ile His Phe Glu Asp
1 5 10
<210> 2
<211> 12
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2
Ala Ile Ala Lys Asp Gly Tyr Val Thr Lys Glu Glu
1 5 10
<210> 3
<211> 12
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 3
Ala Arg Ala Gln Asp Gly Val Val Thr Ile Glu Glu
1 5 10
SEQ ID 6
<110> Consejo Superior de Investigaciones Cientcas (CSIC)
<120> antisense human DREAM
<130> antisense hDREAM
<140>
<141>
<160> 1
<170> PatentIn Ver. 2.0
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<210> 1
<211> 2886
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 1
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REIVINDICACIONES
1. Polipeptido DREAM caracterizado porque es un factor de transcripcion regulador de la expresion
genica dependiente de DRE y porque contiene la secuencia de 284 aminoacidos SEQ ID3.
2. Polipeptido segun la reivindicacion 1, caracterizado porque esta constituido por la secuencia SEQ
ID3, que se extiende desde el extremo constituido por el aminoacido en posicion 1 hasta el constituido
por el extremo en posicion 284 y porque presenta una capacidad represora transcripcional modulable.
3. Secuencia de nucleotidos caracterizada porque contiene o esta constituido por una cadena de
nucleotidos que codica para un polipeptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2.
4. Secuencia de nucleotidos caracterizada segun la reivindicacion 3, caracterizada porque contiene
o esta constituida por la cadena de nucelotidos de la SEQ ID2, que se extiende desde el extremo consti-
tuido por el nucelotido 1 hasta el constituido por el extremo 2892.
5. Vector recombinante caracterizado porque contiene una secuencia de nucleotidos segun una cual-
quiera de las reivindicaciones 3 o 4.
6. Vector recombinante segun reivindicacion 5, caracterizado porque contiene los elementos necesa-
rios para promover la expresion de un polipeptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en
una celula huesped.
7. Celula huesped transformada caracterizada por un vector recombinante segun una cualquiera de
las reivindicaicones 5 o 6.
8. Uso de celulas huesped transformadas segun la reivindicacion 7 en la identicacion y valoracion de
sustancias activas en el bloqueo o activacion del polipeptido segun una cualquiera de las reivindicaciones
1 o 2.
9. Polipeptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado por ser una forma
mutada del mismo y por presentar una actividad represora transcripcional no modulable.
10. Polipeptido humano DREAM segun reivindicacion 9, caracterizado porque la mutacion consiste
en la sustitucion, en al menos uno de los cuatro dominios EF-hands de este polipeptido, de los aminoacidos
primero (X) y tercero (Y) de los dominios EF-hands de este polipeptido responsables de la union al Ca2+.
11. Secuencia de nucleotidos caracterizada porque contiene o esta constituida por una secuencia de
nucleotidos que codica para un polipeptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10.
12. Vector recombinante de expresion caracterizado porque contiene una secuencia de nucleotidos
segun reivindicacion 11.
13. Celula huesped caracterizada por un vector recombinante cualquiera segun reivindicacion 12.
14. Uso de la celula huesped transformada segun reivindicacion 13, caracterizada por presentar
una represion permanente de los genes regulados por secuencia DRE, para el desarrollo de animales
transgenicos.
15. Uso de los animales transgenicos segun reivindicacion 14 en el ensayo de principios activos sobre
estos genes regulados por secuencia DRE.
16. Uso de los vectores recombinantes segun una cualquiera de las reivindicaciones 5, 6 o 12 para
provocar el silenciamento genico selectivo de poblaciones celulares sujetas a proliferacion celular, a dege-
neracion celular, a procesos autoinmunes o a procesos de hiperestimulacion.
17. Anticuerpos monocionales o policlonales caracterizados porque reconocen un polipeptido segun
una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2.
18. Uso de los anticuerpos segun reivindicacion 17 para puricar este polipeptido DREAM, para
diagnostico o para nes terapeuticos.
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19. Secuencia de nucleotidos caracterizada porque contiene o esta constituida por la secuencia de
nucleotidos SEQ ID 6 y porque se une complementariamente al RNA mensajero de DREAM.
20. Vector recombinante de expresion caracterizado porque contiene una secuencia de nucleotidos
segun reivindicacion 19.
21. Celula huesped transformada con un vector recombinante segun reivindicacion 20, caracterizada
porque esta suprimida la expresion de DREAM.
22. Uso de la celula huesped transformada segun reivindicacion 21 para la induccion de genes regula-
dos por DRE.
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